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5 Verfahren zum Nachweis der ADAMTS13-Aktivitat im Blutplasma 



10 Gegenstand der Erfindung ist ein diagnostisches Verfahren zum Nachweis der 
vWF-spaltenden ADAMTS13-Aktivitat im Blutplasma. 

Die thrombotische, thrombozytopenische Purpura (TTP) ist eine Erkrankung, 
bei der die klassischen Symptome der Thrombozytopenie, der mikroangiopathi- 

15 schen, hamolytischen Anamie, neurologische Symptome, NierenstSrungen und 
Fieber beobachtet werden. UngewShnlich grofce MolekQlaggregate des von Wil- 
lebrand-Faktors (vWF) werden im Plasma von TTP-Patienten gefunden und als 
Ursache fur die Bildung von vWF- und Blutplattchen-reichen Thromben ange- 
sehen. Der von Willebrand-Faktor wird von Endothelzellen in Form von grolien 

20 Molekulaggregaten freigesetzt, die im normalen Plasma durch das Zusammen- 
wirken einer Reduktase und einer Metalloprotease gespalten werden. 

Es ist auBerdem bereits bekannt, dass ein Mangel an einer spezifischen Metal- 
loprotease, die den vWF zwischen den Peptidbindungen Tyr842 und Met843 
25 spaltet, bei Patienten mit angeborener und erworbener TTP beobachtet wird. 
Diese Metalloprotease ist kQrzlich in reiner Form isoliert, als ein neues Mitglied 
der ADAMTS-Familie identifiziert und dann als ADAMTS13 bezeichnet worden 
(1 , 2). Unabhangig davon wurde durch eine Genomanalyse (3) in vier verschie- 
denen menschlichen Stammbaumen mit angeborener TTP das fur den Protea- 
30 semangel verantwortliche Gen auf Chromoson 9q34 lokalisiert und als neues 
Mitglied der ADAMTS-Familie identifiziert. 

Die vWF-spaltende Proteaseaktivitat von ADAMTS13 wird normalerweise durch 
Inkubation einer vWF-Probe mit verdQnntem Plasma bei niedriger lonenstarke 
35 in Gegenwart eines zweiwertigen Metallions und Harnstoffs oder Guanidin- 
hydrochlorids gemessen. Der Nachweis der Proteolyse wird durch eine Multi- 
meranalyse mittels der SDS-Agarosegelelektrophorese oder durch BruchstQck- 
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5 analyse mit SDS-PAGE und anschlieliendem Immun-Blotting, also dem Nach- 
weis der Proteine auf einer Cellulosemembran mittels der Antigen-Antikorper- 
Reaktion durchgefuhrt (4, 5). Der Abbau des von Willebrand-Faktors kann auch 
durch die Messung der Kollagen-Bindungsaktivitat des vWF Oder durch einen 
spezifischen ELISA-Nachweis ermittelt werden. Kttrzlich ist auch ein rekombi- 
10 nanter, monomerer vWF, der am N-Terminus mit dem Grunfluoreszierenden 
Protein markiert worden ist, zur Bestimmung der Proteolyse eingesetzt worden. 

Da sich inzwischen gezeigt hat, dass auch bei anderen Krankheiten als bei TTP 
geringe Proteaseaktivitaten fQr vWF zu.beobachten sind, stellte sich die Aufga- 
1 5 be, ein verbessertes, schnelles und einfaches Verfahren zum in-vitro-Nachweis 
) der proteolytischen Aktivitat von ADAMTS13 zu entwickeln, das auch erlaubt, 
den fQr TTP charakteristischen schweren Proteasemangel von einem milden 
Proteasemangel zu differenzieren, welcher als Begleiterscheinung auch bei an- 
deren Krankheiten auftritt. Ein derartiges Verfahren sollte auch eine Oberwa- 
20 chung der Therapie von TTP-Patienten sowie eine zuverlassige Quantifizierung ' 
der Proteaseaktivitat in beliebigen Medien ermdglichen. 

Es wurde nun gefunden, dass diese Aufgabe durch ein diagnostisches Verfah- 
ren zum Nachweis der proteolytischen Aktivitat der Protease ADAMTS13 im 
25 Blutplasma gelost wird, bei dem man Blutplasma mit einer physiologischen 
Menge eines von ADAMTS13-Aktivitat freien von Willebrand-Faktors (vWF) 
versetzt und nach ausreichender Inkubation den Abfall der vWF-Aktivitat durch 
dessen verminderte Fahigkeit zur Aggregation von Blutplattchen feststellt. 

30 Diese Methode beruht auf der Wechselbeziehung zwischen der Grolie des mul- 
timeren vWF und dessen Ristocetin-Cofaktor-Aktivitat (RCO:C). Die neue Me- 
thode wurde ausfuhriich mit der Immun-Blotting-Methode verglichen. Das erfin- 
dungsgemafie Diagnoseverfahren wurde zur Ermittlung der Aktivitat der den 
von Willebrand-Faktor spaltenden Protease (ADAMTS13) an 14 TTP-Patienten 

35 wahrend akuter Anfalle, im Verlauf der Therapie und in Remission, aulierdem in 
80 gesunden Probanden sowie in 23 Patienten mit Thrombozytopenie und/oder 
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Hamolyse und in 14 Patienten mit dem Antiphospholipidsyndrom (APS) einge- 
setzt. 

Dabei wurde in folgender Weise vorgegangen: 

1. Plasmaproben 

Mit Zitrat versetzte Plasmaproben wurden von 14 Patienten bei 22 akuten TTP- 
Anfallen vor dem Plasmaaustausch mit frischgefrorenem Plasma gewonnen. 
Die anfSngliche Diagnose basierte auf klinischen Symptomen (vor alien neuro- 
logischen Storungen) und Laborbefunden wie schwerer Thrombozytopenie und 
dem Nachweis einer mikroangiopathischen, hamolytischen Anamie. Von 11 
Patienten wurden auch Plasmaproben in Remission gewonnen. Von 10 Pat- 
ienten konnte auch Blut wahrend der Plasmaustauschtherapie erhalten werden. 
Aulierdem wurden Plasmaproben von 23 Patienten mit akuter Thrombozytope- 
nie und/oder Hamolyse, 14 Patienten mit Antiphospholipid-Syndrom und 80 ge- 
sunde Probanden analysiert. Blutplattchenarmes Plasma wurde durch Zentrifu- 
gation uber 40 Minuten bei 4°C und 2500 g hergestellt. Der Oberstand wurde 
anschlieftend bei -20°C bis zum Gebrauch geiagert. 

2. Bestimmung der vWF-spaltenden Aktivitat durch die erfindungsge- 
mafte Ristocetin-Cofaktor-Methode 

Plasmaproben wurden 1:21 verdQnnt (Endvolumen 210 pi) mit 5 mM Tris-HCL- 
Puffer, pH 8, der 12,5 mM Bariumchlorid (BaCI 2 ) und 1 mM PefaBloc SC, einem 
Inhibitor von Serumproteasen (AppliChem GmbH, Darmstadt, Germany) ver- 
setzt und dann 5 Minuten bei 37°C zur Aktivierung der Protease inkubiert. Als 
Substrat wurde ein gereinigter vW-Faktor (Concendre de Facteur Willebrand 
Humain Tres Haute Purite, LFB France) eingesetzt. Das Konzentrat, welches 
vollig frei von einer vWF-spaltenden Proteaseaktivitat war, wurde mit aqua ad 
iniectabilia auf eine Konzentration von 100 U/ml rekonstituiert, aufgeteilt und bei 
-20°C bis zu Verwendung geiagert. Vor der Einwirkung der Protease wurde das 
Substrat aufgetaut, im Verhaltnis 1 :20 mit 5 M Harnstoff in 5 mM Tris-HCI, pH 8 
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5 verdQnnt und 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Dann wurden 100 ul der 
Substratlosung zum verdOnnten Plasma gegeben und Qber Nacht bei 37°C 
einwirken gelassen. Danach wurde die restliche Ristocetin-Cofaktor-Aktivitat 
(RCO:C) mit einem kommerziellen Test von Dade Behring, Marburg, ermittelt 
Die vWF-spaltende Aktivitat einer von 80 offensichtHch gesunden erwachsenen 
10 Personen gewonnenen Plasmamischung in einer VerdQnnung von 1:21 wurde 
als 100% definiert. Zur Eichung wurden Reihenverdunnungen des Plasmapools 
mit hitzebehandeltem Plasmapool hergestellt. Fur die Hitzebehandlung wurde 
der Plasmapool 30 min bei 60°C inkubiert und anschlieBend 5 min bei 13000 
UPM (Biofuge A, Heraeus) zentrifugiert, urn Proteinaggregate zu sedimentieren. 
Das so behandelte Plasma enthielt keine detektierbare vWFspaltende Protea- 
seaktivitat. Die verschiedenen VerdOnnungen wiesen somit definierte, prozen- 
tuale Mengen an vWF-spaltender Proteaseaktivitat auf, welche gegen die 
verbleibende Ristocetin-Cofaktor-Aktivitat aufgetragen wurde. Die so gewonne- 
ne Eichkurve ist in Fig. 1 (A) dargestellt. 



20 



3. Bestimmung der vWF-spaltenden Aktivitat durch die Immun- 
Blotting-Methode 



Zur Messung der vWF-spaltenden Proteaseaktivitat durch die Immun-Blotting- 
25 Methode wurde eine Variante der zuerst von Furlan et al. und Tsai (4, 5) be- 
schriebenen Methode verwendet. Plasmaproben wurden im Verhaltnis 1 :5 mit 5 
P mM Tris-Puffer, pH 8 einschlieftlich 12,5 mM BaCI 2 und 1 mM PefaBloc SC 
verdQnnt und die Aktivierung und Einwirkung der Protease in gleicher Weise 
durchgefuhrt, wie es fur den Ristocetin-Cofaktor-Test beschrieben ist. Die Re- 
30 aktion wurde durch Zugabe von Dinatrium-EDTA bis zu einer Endkonzentration 
von 23,5 mM gestoppt. Die Multimeranalyse wurde durch SDS-Elektrophorese 
auf einer 1 ,4%-igen Agarose (Seakem HGT von Biozym Diagnostics, Hess. Ol- 
denburg, Deutschland) durchgefuhrt und zum Immun-Blotting wurde ein mit Pe- 
roxidase konjugierter Anti-vWF-Antikdrper (P0226 von Dako-Glostrup, Dane- 
35 mark) eingesetzt. Zur quantitativen Bestimmung wurden Reihenverdunnungen 
von normalem Plasma getestet, wie es bereits vorstehend beschrieben ist. Die 
Ergebnisse sind in Fig. 1 (B) gezeigt. 
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4. tnhibitortest 

Zur Testung der inhibitorischen Aktivitat gegen die vWF spaltende Protease 
(ADAMST13) wurden Plasmaproben, entweder rein oder verdCinnt mit hitzbe- 
handeltem Plasmapool, mit gleichen Anteilen Plasmas gesunder Personen ge- 
mischt. Zum Vergleich wurde das Plasma 1:1 mit hitzebehandeltem Plasmapool 
gemischt. Nach einer Inkubation von 30 Minuten bei 37°C wurde in den Mi- 
schungen die vWF spaltende Aktivitat mit der erfindungsgema&en Ristocetin- 
Cofaktor-Methode oder der Immuno-Blott-Methode bestimmt. Die vWF spalten- 
de Proteaseaktivitat der Testprobe wurde durch die Aktivitat der Vergleichsmi- 
schung geteilt und mit 100 multipliziert, um die Restaktivitat der vWF spalten- 
den Protease zu ermitteln. Zur quantitativen Bestimmung wurden Proben mit 
einer Restaktivitat von 25 bis 75% ausgewahlt und die Menge des Inhibitors, 
wie es fur Inhibitoren des Blutgerinnungsfaktors VIII beschrieben ist, ermittelt 
(6). Eine Probe, die eine Inhibition der normaien vWF-spaltenden Aktivitat von 
50% verursacht, enthielt definitionsgemaR 1 U/ml Inhibitor. 

5. Ergebnisse 

Genauigkeit und Wiederholbarkeit des Ristocetin-Cofaktor Tests 

Die Genauigkeit des erfindungsgema&en Verfahrens wurde bewiesen, indem 
282 Plasmaproben von Patienten und gesunden Personen mittels beider Me- 
thoden getestet wurden. Die Ergebnisse sind in Fig. 2 dargestellt und zeigen die 
gute Obereinstimmung der neuen Methode mit der herk6mmlichen Immun- 
Blotting Methode. Dort wird gezeigt, dass das Immun-Blotting Verfahren die 
Einordnung der Plasmaproben in folgende Kategorien ermoglicht: Schwerer 
Proteasemangel (<12,5%); mittelschwerer Proteasemangel (12,5 - 25%); mil- 
der Proteasemangel (25 - 50%); normale Proteaseaktivitat (>50%). Bei 72 
Plasmaproben mit schwerem Proteasemangel (<12,5%) wurden Qbereinstim- 
mende Ergebnisse nach beiden Methoden erhalten. Bei 19 Plasmaproben, die 
nach der Immun-Blotting Methode einen mittelschweren Proteasemangel zeig- 
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5 ten, wurden mit der Ristocetin-Cofaktor Methode Proteaseaktivitaten von 9 bis 
39% festgestellt, wShrend bei 64 Plasmaproben, die nach der Immun-Blotting 
Methode einem milden Proteasemangel zeigten, mit der Ristocetin-Cofaktor 
Methode Proteaseaktivitaten zwischen 20 und 60% gemessen wurden- 127 
Proben zeigten nach beiden Methoden normale Proteaseaktivitaten. Die erziel- 
1 0 ten Ergebnisse wurden auf der y-Achse von Fig.2 aufgetragen. 

Die erfindungsgemafie Methode ist reproduzierbar, wie sich durch die sehr ge- 
ringen Fehlergrenzen innerhalb einer Testreihe und zwischen verschiedenen 
Testreihen zeigt Die klinische Anwendbarkeit der neuen Methode konnte durch 

1 5 die an 52 Patienten erzielten Messergebnisse gezeigt werden, wobei 22 Anfalle 
von akuter TTP sowie andere thrombotische, thrombozytopenische Oder hamo- 
lytische Erkrankungen untersucht wurden. Ein schwerer Mangel an der den 
vWF-spaltenden Protease (ADAMTS13) wurde nur bei Patienten mit akuter 
klassischer TTP beobachtet. Patienten mit niedrigen Inhibitorkonzentrationen 

20 reagierten auf den Plasmaaustausch mit einem Anstieg der vWF-spaltenden 
Aktivitat, wahrend der Mangel an der vWF-spaltenden Protease in Patienten mit 
hoher Inhibitorkonzentration bestehen bleibt, obwohl die Plasmaaustausch- 
Therapie zur klinischen Remission fQhrt. 

25 Das erfindungsgemaBe diagnostische Verfahren eriaubt die Messung der vWF- 
k spaltenden Proteaseaktivitat von ADAMTS13. Der Vergleich des erfindungsge- 
r maften Assays mit dem bekannten Immun-Blotting-Verfahren zeigt die Genau- 
igkeit des erfindungsgemafcen Ristocetin-Cofaktor-Verfahrens. Das erfindungs- 
gemaBe Verfahren ist reproduzierbar und erfordert im Gegensatz zur herkomm- 
30 lichen Immun-Blotting Methode keine spezielle LaborausrQstung oder besonde- 
re Erfahrung. Es kann uber Nacht durchgeftihrt werden und ist deshalb weniger 
zeitaufwendig, als das Immun-Blotting. Die Methode eriaubt eine schnelle Di- 
agnose und einen alsbaldigen Beginn der Therapie, was fur eine erfolgreiche 
Behandlung eines akuten Anfalls wesentlich ist. 

35 

Mit der vorliegenden Erfindung wird gezeigt, dass die Verwendung eines Rea- 
genzes zum Nachweis der vWF-Aktivitat zum Nachweis der Detektion der vWF- 
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5 spaltenden Aktivitat von ADAMTS13 geeignet ist und sich damit auch andere 
Erkrankungen sicher diagnostizieren lassen kfinnten, falls sle auf einen Mangel 
der Protease ADAMTS1 3 zuruckgefuhrt werden mussen. 



B2P1 




Mit dem erfindungsgema&en diagnostischen Verfahren kann in jedem normal 
ausgestatteten Gerinnungslabor eine schnelle und sichere Diagnose der TTP 
erfolgen. Die schnelle Diagnose erniedrigt die Anzahl der notwendigen Plasma- 
austauschbehandlungen, was die Kosten der Therapie ganz erheblich ernied- 
rigt. 
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5 Patentanspruche: 



10 1. Diagnostisches Verfahren zum Nachweis der vWF spaltenden Aktivitat 
von ADAMTS13 im Blutplasma, dadurch gekennzeichnet, dass man Blut- 
plasma mit einer physiologischen Menge eines von ADAMTS13-Aktivitat freien 
von Willebrand Faktors (vWF) versetzt und nach ausreichender Inkubation den 
Abfall der vWF-Aktivitat durch dessen verminderte Fahigkeit zur Aggregation 
^15 von Blutplattchen feststellt. 

2. Verwendung eines Reagenzes zum Nachweis der vWF-Aktivitat zur De- 
tektion der Protease ADAMTS13. 
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Zusammenfassung: 



tj^erfahren zum Nachweis der ADAMTS1 3-Aktivitat im Blutplasma 

Es wird ein diagnostisches Verfahren zum Nachweis der vWF-spaltenden Aktivitat 
von ADAMTS13 im Blutplasma beschrieben, bei dem man Blutplasma mit einer phy- 
siologischen Menge eines von ADAMTS13 aktivitatsfreien von WHIebrand Faktor 
20 versetzt und nach ausreichender Inkubation den Abfall der vWF-Aktivitat durch des- 
sen verminderte Fahigkeit zur Aggregation von Blutplattchen misst. 
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